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研究成果の概要（和文）：大腸菌を含む多くの遊泳細菌が用いるべん毛モーターは，高エネルギー変換効率，高
速回転，スイッチ機構を特徴とする分子機械である．本研究では，化学-力学エネルギー変換を担う固定子ユニ
ットに注目して研究を遂行した．固定子ユニット内の構造対象を崩したヘテロ固定子ユニットの基礎データの取
得，モーターの無負荷から高負荷までの固定子ユニット集合特性の解析，固定子ユニット共役イオン特異性の解
析，固定子ユニットの蛍光標識などをおこなった．本研究で得られた成果は，今後のモーター回転計測の基盤技
術となる点で意義深いと考えられる．

研究成果の概要（英文）：The bacterial flagellar motor is a reversible rotary nano-machine that 
rotates at high speed and runs with high efficiency. This study focused on the stator unit 
responsible for the chemical-mechanical energy conversion. We characterized the “hetero” stator 
unit by breaking its structural symmetry, the stator assembly depending on the load to the motor, 
the specificity of coupling ions on stator units, and newly developed fluorescent protein-fused 
stator units. The results obtained here are significant in that they will provide the basic 
technology for further analysis of the motor rotation.

研究分野： 生物物理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細菌べん毛モーターは，人工モーターでは実現できないような高効率，高速回転を実現するわずか直径50 nmの
分子機械である．このモーターの回転機構が解明されれば，人工的な小型モーターの開発にも貢献できると期待
される．本研究では，エネルギー変換の中心を担う固定子ユニットについて研究をおこない，今後の研究の基盤
的な技術となる手法を構築できた．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 大腸菌を含む多くの遊泳細菌は，運動器官であるらせん状のべん毛を回転させて推進力を生
み出し，より良い環境へと移動する走性を示す．べん毛は，その根元の細胞膜に埋まる分子機械・
べん毛モーターによって駆動される．べん毛モーターは，回転子とその周囲に集合する複数の固
定子ユニットから形成される巨大なタンパク質複合体である(Sowa & Berry 2008)．化学-力学エ
ネルギー変換を担う固定子ユニットは，回転子と相互作用する細胞質ドメイン，イオン流入を担
う膜に埋まったチャネル部分とペプチドグリカンと結合するドメインおよびその間をつなぐリ
ンカー部位から構成される．リンカーが折りたたまれチャネルを塞ぐ不活性化型の固定子ユニ
ットは細胞膜上を拡散し，回転子と相互作用するとリンカー部分が伸長して，ペプチドグリカン
と結合し，チャネル部分がイオンを透過できるようになり，活性型となる(Kojima et al. 2018)．大
腸菌べん毛モーターの固定子ユニットは，4 個の MotA と 2 個の MotB で構成される膜タンパク
質複合体（注：報告書を作成した 2024 年時点では 5 個の MotA と 2 個の MotB で構成されるこ
とが構造解析で明らかとなっている Santiveri et al. 2020 他）であり，構造的に対称な 2 つのプロ
トン透過経路をもつ．プロトンの MotB への結合・解離と共役した MotA の細胞内領域の構造変
化がモーター回転の原動力となり，固定子内の構造対称性と構造変化サイクルを考慮すると，2
個のプロトンの結合・解離と 1 回の構造変化が共役するモデルが有力視されている(Kojima & 
Blair 2001)．MotB へのプロトンの結合・解離にともなう MotA 細胞質ドメインの構造変化サイ
クルが連動した結果，モーター回転運動の素過程を引き起こされると予想される． 
 
２．研究の目的 
本研究では，モーター回転素過程を生む構造変化サイクルを完了させるために，固定子内の構

造的な対称性がイオン透過に果たす役割を明らかにすることを目的とした．これを実現するた
めには， 固定子ユニット内の構造的対称性を破るようなヘテロ型固定子ユニットを用いること，
ヘテロ型固定子が 1 ユニットのみ相互作用する条件で回転計測すること，またその共役エネル
ギーを制御することが必要である．べん毛モーターが回転することが 1970 年代に示され，1980
年代には複数の固定子ユニットがモーター回転を駆動していることが明らかとなり，2000 年代
になってモーター回転を定量的に計測する手法の開発が進められてきた．現在のモーター計測
は，回転子リングと 1 個の固定子ユニットの相互作用を機能単位とした解析が進められている．
通常，モーター内の固定子ユニットの数は，ある条件下にユニット当たりに生み出される回転ト
ルクから見積もっている．本来なら固定子ユニットを蛍光タンパク質で標識し，その蛍光強度か
ら組み込みユニット数を求めるのが望ましい．固定子ユニット内には複数個のタンパク質が集
合しているため，ユニット当たりの蛍光タンパク質数から個数を確定することが難しい．ヘテロ
型固定子を用いれば，ユニット当たり 1 つの蛍光タンパク質で標識できる可能性があり，この手
法を確立することも目的の一つである． 
 
３．研究の方法 
 大腸菌のべん毛モーターの固定子(MotA/MotB)および海洋ビブリオ菌の PomA/PomB とのキメ
ラ固定子 PomA/PotB を用いた．一般的な遺伝子組換え実験により，多数の固定子変異体，蛍光
タンパク質融合体を作製した．モーターの機能解析は，(1) スウォームアッセイ，(2) 遊泳速度
解析，(3) テザードセルアッセイ，(4)ビーズアッセイでおこなった．なお，スウォームアッセイ
は軟寒天培地上での遊泳を簡便に観察できる手法である．また，テザードセルアッセイとは，細
胞本体から伸びるべん毛 1 本を顕微鏡カバーガラスに付着させ，モーター回転を細胞回転から
計測する手法である．ビーズアッセイは，細胞本体を顕微鏡カバーガラスに付着させ，60 nm の
金コロイドから 2 μm のラテックスビーズまでの様々なサイズのマイクロビーズをべん毛に結合
させて，ビーズの運動を解析する手法である．蛍光観察では，473 nm または 561 nm のレーザー
を組み込んだ全反射蛍光顕微鏡を用い，細胞膜上で拡散する，またはモーターに組み込まれた固
定子ユニットの可視化をおこなった． 
 
４．研究成果 
 本研究では，主に以下 4 点の成果を得ることができた． 
(1) ヘテロ固定子ユニットの作製と機能解析 

我々のこれまでの研究により，大腸菌の固定子ユニットの特定の部位に変異を加えることで
ヘテロ型固定子ユニットの作製に成功していた．対称性を自由に制御できるため，2 つのう
ち 1 つのイオン結合部位のアミノ酸を変異させて，その機能をスウォームアッセイで評価し
た．その結果，固定子は 2 つのイオン結合部位の両方が必要であると推測された．一方，テ
ザードセルアッセイでは，非常に稀ではあるが，片方のイオン結合部位しか機能していない
状況でもモーター回転が駆動されるようであった．これらの相反する結果の違いが生じた原
因は現在検討中であるが，① モーターにかかる負荷の違い，② モーターに組み込まれた固
定子ユニットの数の違い，③ 走性（モーター回転方向転換頻度の制御）の実験環境の違い



が候補として考えられた． 
(2) モーター負荷とその調節機構 

モーターの回転特性は，負荷によって調整される．固定子ユニットの数と回転トルクの関係，
負荷に依存した固定子ユニット数の調節については複数の見解がある(Yuan & Berg 2008, Lo 
et al. 2013)．また，項目(1)で記載したように，結果の解釈に大きく与える可能性がある．そ
こで，無負荷条件から高負荷条件まで，負荷を調節しながら計測できるように 60 nm の金コ
ロイドから 2 μm のラテックスビーズの動きを追跡できる装置を構築した．その結果，無負
荷条件でも複数個の固定子ユニットが同時に相互作用して最大速度を生み出すことが明ら
かとなった．さらに，負荷依存的な固定子ユニットの集合を調節していると考えられている
FliL タンパク質の有無によるトルク特性の違いを調査したところ，大腸菌 FliL は他の菌種
と異なり，負荷が小さいところで効果的に機能していることが明らかとなった．これらの成
果は現在とりまとめて，投稿準備中である． 

(3) イオン結合の特性 
細菌べん毛モーターの共役イオンは主にプロトンとナトリウムイオンが知られている．オー
ストラリア UNSW の Baker 博士との共同研究で，ナトリウムイオン駆動型モーター
PomAPotB をプロトンも共役できるように
分子進化させた．その結果，PotB の 20 番目
の G を V にするような変異でナトリウムイ
オンが無くてもモーター回転ができ，ナト
リウムイオン駆動型モーターへの特異的な
阻害剤の効果もなくなった（図 1）．この結
果は，共役イオンの特異性を知る手がかり
となると同時に，今後ヘテロ固定子ユニッ
トを使った解析にも利用できると考えてい
る．この結果は，Ridone et al. 2022 として
発表した． 

(4) 固定子ユニットの蛍光標識 
固定子ユニットの数を調整し，その個数を定量しながら，モーター回転特性を知ることは機
能解析に重要である．ヘテロ固定子ユニットと FRET を用いて，確実にユニット当たり 1 つ
の蛍光タンパク質で標識できると考え，複数のアプローチをおこなっており，現在も検討中
である．また，ナトリウムイオンの濃度で比較的容易にユニット数を調節できる PomAPotB
の蛍光標識を試みた．リンカーの長さ等を検討し，回転計測と蛍光強度の相関が見られる結
果を得られつつある．この系が機能解析に利用することができれば，ユニット数と回転特性
の同時観察およびその操作をおこなうことができ，機能解析への展開が見込まれる． 

 

図 1．固定子ユニット変異とイオン特異性 
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